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1El aumento de la concentración de calcio ([Ca2+]¡) desempeña un 
rol principal en la fisiología cardiovascular. La principal vía que permite la 
entrada de Ca2+ a la célula es a través de la activación de canales de 
calcio específicos operados por voltaje (canales L). Los antagonistas de 
los canales de calcio (44,55,65) se han usado clínicamente en el 
tratamiento de trastornos cardiovasculares para bloquear los canales y 
evitar así la entrada de calcio a la célula. Sin embargo, los efectos del 
tratamiento crónico con nifedipina, un antagonista de los canales de calcio 
perteneciente al grupo de las dihidropiridinas (DHP), sobre la función 
cardíaca son contradictorios. A pesar del efecto hipotensor durante el 
tratamiento crónico con DHP (99), se ha descripto que la función cardíaca 
no cambia (43), que existe una leve disminución (56) o aumenta (100). Es 
razonable esperar que la administración crónica con bloqueantes de los 
canales de calcio produzca cambios en las características funcionales de 
los canales de calcio cardíaco y en consecuencia de la actividad 
mecánica.
__________________________________________________________________ Introducción
1. BIOLOGÍA CELULAR Y MOLECULAR DEL MÚSCULO CARDÍACO
Desde el punto de vista histológico el corazón esta constituido por 
varios tipos de células, tales como fibroblastos, células epiteliales y 
miocitos o células musculares estriadas especializadas del miocardio. 
Entre estas últimas se encuentran principalmente las propias células 
contráctiles del ventrículo y aurícula (57). Los miocitos se encuentran
2unidos entre sí a través de los discos intercalares, formando una compleja 
red tridimensional que permite a las células estar acopladas 
eléctricamente y en consecuencia, la adecuada contracción del tejido. De 
esta manera el miocardio, si bien no es un verdadero sincicio anatómico, 
se comporta como un sincicio funcional.
a) Estructura y ultraestructura del miocito
Los miocitos son células especializadas en la contracción debido a 
que han logrado una diferenciación ultraestructural particular. El 47% del 
volúmen celular esta constituido por miofibrillas que permiten el desarrollo 
del proceso mecánico de contracción, el 36% del volúmen por 
mitocondrias que permiten la provisión adecuada de ATP y el resto del 
volúmen esta ocupado por los componentes normales de una célula (57). 
La observación de un miocito al microscopio óptico permite el 
reconocimiento de estriaciones o bandas, oscuras (A) y claras (I), 
perpendiculares al eje longitudinal del mismo, que se van alternando entre 
sí (Figura 1A). El microscopio electrónico permitió reconocer nuevas 
bandas, como la banda H y la línea Z. Este patrón de bandas 
característico, está determinado por la composición y disposición que 
ocupan las miofibrillas. Éstas están compuestas por dos clases de 
filamentos proteicos que interdigitan entre sí de una manera fija para 
constituir los miofilamentos gruesos compuestos por miosina (15 nm) y los 
miofilamentos delgados compuestos fundamentalmente por actina (7 nm).
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Estos miofilamentos están organizados en unidades funcionales, que se 
repiten a lo largo de la miofibrilla, conocidas como sarcómeros de 1.6 a 
2.2 pm de longitud (Figura 1B).
Figura 1. A. Estructura y ultraestructura del miocito. B. Corte 
transversal a nivel de las distintas bandas
La diferenciación del miocito como una célula especializada en la 
contracción no sólo esta dado por el desarrollo de las miofibrillas, sino 
también por el desarrollo especial de la membrana plasmática y el retículo 
sarcoplasmático.
Membrana Sarcolemal (MS). En esta membrana se han desarrollado 
invaginaciones tubulares, llamado sistema de túbulos T, que corren a lo 
largo de las líneas Z, y que pueden además correr longitudinalmente por 
más de un sarcómero. Este sistema de túbulos T extiende el espacio 
extracelular hacia el interior y permite que el estímulo eléctrico o potencial 
de acción (PA) se propague a zonas profundas del miocito. De esta forma 
se permite que todas las miofibrillas de un miocito se contraigan, 
rápidamente y en forma sincrónica, inmediatamente después de la 
despolarización del sarcolema.
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Retículo Sarcoplasmático (RS): Este se ha especializado como depósito 
de Ca2+, del que se puede disponer en gran cantidad y rápidamente. El 
RS tiene una región adyacente a la membrana de los túbulos T o a la MS, 
llamada cisternas subsarcolemales. Aunque no existe un contacto físico 
entre ellas, esta cercanía permite vincular la entrada de Ca2+ durante el 
PA que se propaga por la MS, con la liberación del Ca2+ desde el RS 
necesario para la contracción.
b) Organización Molecular del Sistema Contráctil
a) Filamentos finos
Los filamentos finos se encuentran alineados a lo largo de la célula 




Figura 2. Filamento delgado
La actina (A) se puede encontrar libre como un monómero de 
forma globular (actina G) o como un polímero fibroso (actina F) constituido 
por la asociación entre sí de actina G, siendo así como se la encuentra en
5los miofilamentos. La actina G consta de dos dominios globulares del 
mismo tamaño aproximadamente, separados por una profunda hendidura 
que limita un sitio con actividad de ATPasa. A partir de los estudios de la 
actina F con difracción con rayos X y microfotografías electrónicas se 
propuso un modelo en el que las subunidades G se organizan 
helicoidalmente de manera que cada una se encuentra rodeada por otras 
cuatro (64) (Fig 3B). La imagen magnificada del conjunto del filamento da 
la impresión de estar formada por dos hebras de bolillas que se enrollan 
entre sí formando una estructura en cordón (Fig. 3A).
_________________________________________________________________ Introducción
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Figura 3. Filamento de actina F
6El filamento de actina F se caracteriza por tener polaridad 
intrínseca, dada por cada subunidad de actina G que se une a la siguiente 
de una manera predeterminada.
La tropomiosina (Tm) es una proteína de 70 kd alargada, de 
estructura fibrosa de ~40 nm de longitud, formada por dos subunidades 
alfa hélice que se enroscan entre sí formando una hélice estabilizada a 
través de interacciones hidrofóbicas y un enlace disulfuro. Esta proteína 
se ubica longitudinalmente sobre la periferia del filamento de actina F, 
solapándose los extremos de Tm contiguas entre sí (“cabeza con cola”), 
generando una continuidad a lo largo del mismo (Figura 2). Esta región se 
caracteriza por una gran flexibilidad e importancia en la contracción, dado 
que la activación del filamento delgado implica el movimiento de la Tm. 
Cada molécula de tropomiosina posee siete sitios de unión a los 
monómeros de actina (64) que permite estabilizar y dar rigidez al 
filamento (7). Sin embargo desde el punto de vista de la activación del 
filamento no todas las moléculas de actina, cubiertas por la Tm, serían 
equivalentes (62,70). La fuerza de la unión Tm-A está influenciada por 
distintos factores:
1) Variaciones en la unión a la actina
2) La interacción con la siguiente Tm
3) La interacción con troponina y miosina.
La troponina (Tn) es un complejo de tres pequeñas proteínas. La 
troponina C (18 kd) que fija el Ca2+, la troponina í (24kd) que se une a la 
actina e inhibe la ATPasa de la actomiosina, y la troponina T (37kd), una
__________________________________________________________________ Introducción
7proteína alargada, que une el complejo de Tn a la Tm (Figura 2). El 
complejo de la troponina queda localizado en los filamentos delgados a 
intervalos de aproximadamente 40 nm, distancia establecida por la 
longitud de la tropomiosina.
La troponina C (TnC) es estructuralmente parecida a la calmodulina 
y también muy sensible al calcio. Consta de dos dominios globulares 
homólogos conectados por una alfa hélice. El dominio carboxilo contiene 
dos centros de alta afinidad por el calcio mientras que en el extremo 
amino terminal, para la isoforma cardíaca solo existe uno, con menor 
afinidad pero más selectivo por el calcio. En el músculo en reposo los 
sitios de alta afinidad están ocupados pero no así el de baja afinidad. 
Cuando el calcio se libera del RS ocupa los sitios de baja afinidad 
induciendo un cambio en la proteína que afecta a los otros componentes 
del complejo de Tn y a la Tm.
La unión de la troponina I (Tnl) a la actina permite regular de forma 
sensible al Ca2+ la unión del complejo de Tn y Tm a la actina. La Tnl, 
cuando la [Ca 2+]¡ es menor de 10"7 M, permite la unión electrostática del 
complejo de troponinas a la actina inhibiendo la interacción entre actina y 
miosina. Por otro lado, cuando la [Ca2+]¡ aumenta a ~10'5M, la unión del 
Ca2+ a la TnC, favorece la unión TnC-Tnl y simultáneamente desfavorece 
la interacción Tnl-A. Asi durante el aumento de [Ca2+]¡ en la sístole la 
actina queda liberada para interactuar con la miosina y generar la
__________________________________________________________________ Introducción
contracción.
8La troponina T (TnT) es una molécula en la que se pueden 
distinguir una región COOH terminal globular y otra NH2 terminal 
filamentosa que yace sobre la Tm. Se ubica sobre la región de 
solapamiento “cabeza-cola” de las Tm, pudiendo influenciar tanto la 
flexibilidad de la Tm como el acoplamiento de movimientos de Tm 
vecinas. La TnT cumpliría con varias funciones (40):
1) Mantener la cohesión del complejo Tn-Tm-A: Por que permite la unión 
del complejo TnC-Tnl al complejo Tm-A y coopera en la unión de Tm-A.
2) Ayudar a determinar la posición de la Tm sobre la A dado que la 
movilidad de la Tm es afectada: a) por su interacción con la TnT y
b)secundariamente por la interacción de la TnT con la TnC-Tnl que es 
modulada por el Ca2+ (77).
b) Filamentos gruesos:
La miosina (M) del músculo pertenece a una familia de proteínas, 
constituida por mas de diez clases diferentes de miosinas. La miosina del 
músculo o clase II (64) es una molécula compleja constituida por dos 




Figura 4. Molécula de miosina
9En el miocardio se encuentran isoformas, producto de la 
combinación de cadenas pesadas diferentes, como por variaciones en las 
cadenas livianas. En la cadena pesada se distinguen un dominio fibroso, 
largo, de estructura de a-hélice, correspondiente al extremo COOH 
terminal y otro globular correspondiente al NH2 terminal. Los dominios a- 
hélice de las cadenas pesadas se enrollan entre sí para formar la cola 
filamentosa y el cuello de la miosina. La cabeza de la miosina posee un 
sitio de unión a la actina, así como un sitio catalítico para la hidrólisis de 
ATP, conformando la base molecular de los puentes cruzados o 
transversales. Al considerar el filamento grueso entero, se observa que 
está constituido por un conjunto de moléculas de M (oligómero) que se 
agregan por las colas con las cabezas de cada molécula proyectándose 
hacia afuera. Por cada cadena pesada hay dos cadenas livianas, 
ubicadas a la altura del cuello del la miosina llamadas cadenas livianas 
esencial y reguladora. Ambas son proteínas fijadoras de calcio similares a 
la calmodulina, aunque con afinidades distintas por el calcio. La actividad 
ATPasa de la miosina puede ser modulada por estas cadenas que 
también son sustrato de fosforilación de kinasas (PKA).
El filamento grueso se caracteriza por su bipolaridad, dada por las 
cabezas que apuntan hacia las líneas Z del sarcómero. Es decir que en la 
mitad del sarcómero el sentido de la molécula se invierte, y por este 
motivo el centro del mismo está desprovisto de las cabezas de miosina y 




Región vacía de la miosina
Figura 5.Filamentos de miosina y actina en elsarcómero
En el filamento grueso se encuentran otras proteínas, tales como la 
proteína C, H, X que pueden modular la actividad contráctil. La proteína C 
puede modular la activación por calcio (92) actuando sobre los filamentos 
gruesos (67,75,91).
Un tercer sistema de filamentos del miocito está constituido por una 
proteína fibrosa conocida como fitina o conectina de 2700 kd y de = 1jim 
de largo que se extiende a lo largo del sarcómero. Este sistema permitiría 
mantener el filamento centrado durante la contracción y recuperar la 
longitud normal luego de que el sistema es estirado, proveyendo 
elasticidad al sistema.
Se han descripto otras proteínas menos conocidas juegan un papel 
estructural como Cap Z, tropomodulina y actinina.
2 MECANISMO DE CONTRACCIÓN MUSCULAR
El proceso de contracción es un proceso de transformación de 
energía, por el cual la energía almacenada como ATP se libera 
produciendo cambios conformacionales en las proteínas, que terminan 
generando los movimientos de deslizamiento.
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Si bien todavía no están claros con precisión cómo se efectúan y 
cómo son controlados los pasos para el desarrollo de la contracción, 
existen numerosos modelos de regulación de la interacción A-M, 
categorizados sobre la base de los métodos usados para formularlo, ya 
sea estructurales, bioquímicos o fisiológicos. Cada uno de ellos describe 
un aspecto específico de la regulación, por lo que no son capaces de 
proveer un único cuadro completamente satisfactorio. A pesar de ello 
existe un modelo cósico propuesto por Huxley (1954) (52,53) conocido 
como teoría del deslizamiento de los filamentos (Figura 6) y confirmado 
posteriormente por numerosos experimentos, que describe básicamente 
la contracción muscular (24). En este modelo la contracción muscular, es 
el resultado del movimiento de los filamentos delgados sobre los gruesos 
hacia el centro del sarcómero. Cada uno de los sarcómeros, y en 
consecuencia el músculo, se acorta aunque la longitud de los 
miofilamentos no se modifique. El movimiento se produce a través de un 
la interacción cíclica entre las cabezas de miosina y la actina (puentes 
transversales) asociado a la hidrólisis de ATP. En la Figura 6 se describe 
en forma esquemática y simplificada el ciclo de las interacciones de 
actina, miosina y ATP. La activación del ciclo depende de la concentración 
de Ca2+ en la vecindad de la maquinaria contráctil. Si bien la generación 
de fuerza se explica a través de este ciclo, el incremento de la misma 
puede ser logrado por dos maneras distintas. Originalmente se propuso 




superposición logrado entre ambos tipos de filamentos o al número de 
moléculas que interaccionan entre sí que es controlado por el Ca2+ (24).
a b
Mioslna
Figura 6.a) Inicialmente la unión de ATP a la miosina inhibe la unión de 
esta a la actina. b) La actividad de la ATPasa de la miosina hidroliza el 
ATP formando un complejo intermedio miosina ADP-P. Debido a la 
actividad de ATPasa baja de la miosina, la liberación de ADP y P ocurre 
muy lentamente, c) Luego se produce la unión del complejo miosina ADP- 
P con la actina para formar el complejo actina-miosina ADP-P. Esta unión 
de la actina a la miosina es débil sin que se produzca fuerza pero dicha 
unión activa la ATPasa de la miosina. De este modo se produce la 
liberación de P¡ de alta energía del ATP y produce una unión fuerte de la 
miosina y actina que conduce a un cambio de la posición del puente 
transversal (Figura 6,d) produciendo el deslizamiento del filamento fino 
sobre grueso. Este nuevo complejo actina-miosina se denomina de rigor y 
a diferencia del complejo actina-miosina-ADP.P tiene contenido de baja 
energía y permanece estable hasta la llegada de una nueva molécula de 
ATP que se une a la miosina (24,26).
Por otro lado existen datos que apoyan que la fuerza generada 
dependería de la velocidad con que se produce el ciclo de contracción- 
relajación modulado por el Ca2+.
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De acuerdo con datos experimentales tanto estructurales (88,93), 
como bioquímicos (70), a partir de estudios fisiológicos se puede concluir 
(40):
1) La unión del Ca2+ a la Tn produce desplazamientos de la Tm que 
descubre sitios en la A para unirse a la miosina e isomerizar hacia 
estados de unión fuerte, y producir un nuevo desplazamiento de la Tm 
que descubre nuevos sitios de unión y en consecuencia más 
acortamiento.
2) Existe una gran cooperatividad en el proceso de activación del 
filamento delgado muy importante en el músculo cardíaco que puede ser 
de distintos tipos. En primer lugar puede deberse por la unión de Ca2+ a 
una TnC que facilita que otro Ca2+ se pegue a una siguiente TnC (15), lo 
cual estaría mediado por la Tm (Ca2+:Ca2+). En segundo lugar el 
establecimiento de puentes cruzados fuertes dentro de una unidad 
regulatoria favorece el establecimiento de nuevas uniones fuertes, tanto 
dentro de esa unidad como en la siguiente (71) (AM:AM). En tercer lugar 
el establecimiento de puentes cruzados en una unidad regulatoria 
favorecería la unión del Ca2+ a la TnC de la siguiente unidad regulatoria 
(47) (AM:Ca2+). La unión de la Tnl a la TnC permitiría a la TnC fijar Ca2+, 
favoreciendo la activación (49). La cooperatividad AM:Ca2+ mencionada 
podría facilitar la disociación Tnl-A y la unión Tnl-TnC. Cualquier 
condición que favorezca la unión Tnl-TnC ayuda a completar el cambio 
conformacional de la TnC y consecuentemente permitir nuevas uniones 




a condiciones que influencian la formación de puentes cruzados fuertes 
como son cambios de la longitud del sarcómero (68), fosforilación de la 
cadena liviana regulatoria de la miosina o de la proteína C (92) y 
estimulación o inhibición de la formación de puentes cruzados (79).
Alteración de la respuesta al calcio de los miofilamentos
A nivel celular la contractilidad puede ser regulada de tres maneras 
distintas que no son mutuamente excluyentes (24) (Figura 7):
Cambios en la concentración intracelular de calcio
Cambios en la respuesta de los miofilamentos al calcio
Figura 7, A. Relación fuerza-calcio normal (24). B. Cambios en la 
sensibilidad. C. Cambios en la respuesta máxima (24).
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a) Por alteración de la [Ca2+]¡ (Ver liberación de calcio por calcio), b) por 
alteración de la sensibilidad al Ca2+ de los filamentos delgados sin 
cambios en la respuesta máxima y c) por la alteración de la fuerza 
máxima que son capaces de realizar los miofilamentos. Estos dos últimos 
puntos se conocen como cambios de la respuesta al Ca2+ de los 
miofilamentos. Teniendo en cuenta la relación fuerza-calcio normal (Figura 
7,A), el cambio en la sensibilidad, se traduce en un corrimiento de la curva 
hacia la izquierda o a la derecha (Figura 7,B). Esto significa que para 
realizar una fuerza dada, se necesitará menor [Ca2+]¡ o mayor [Ca2+]¡ 
respectivamente. El mecanismo más sencillo para ilustrar este fenómeno 
estaría dado por cambios de la afinidad de la TnC por el Ca2+. La 
alteración de la fuerza máxima, puede estar originada por el cambio del 
número de puentes cruzados, por el número de puentes cruzados unidos 
fuertemente a la actina o por cambios en la fuerza desarrollada en forma 
individual por cada puente. Cualquiera sea el caso, esto es 
esquematizado en la relación fuerza-calcio de la Figura 7,C. En la práctica 
resulta difícil distinguir entre cambios de la sensibilidad y la fuerza 
máxima. Existen distintas situaciones o intervenciones mediante las 
cuales se puede modificar la respuesta al Ca2+. Un ejemplo de este caso 
lo constituye el aumento de la sensibilidad y de la fuerza máxima con un 
aumento de la longitud inicial de la fibra muscular (62). Otras condiciones 
que cambian la afinidad del Ca2+ por la TnC las constituyen cambios en el 
pH, número de puentes cruzados, fosforilación de Tnl, etc. En general 
teniendo en cuenta que la interacción entre el complejo troponínico, Tm y
__________________________________________________________________ Introducción
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actina es muy complejo, cualquier perturbación posterior a la unión del 
Ca2+ a la TnC puede manifestarse en un cambio en la afinidad.
__________________________________________________________________ Introducción
3. ACOPLAMIENTO EXCITO CONTRÁCTIL
a) Introducción
Independientemente de los distintos modelos actuales para explicar 
la regulación de la contracción, todos ellos coinciden que ésta es iniciada 
en la medida que la [Ca2+]¡ aumenta lo suficiente como para poder unirse 
a los sitios de unión de calcio de baja afinidad de la TnC. La [Ca2+]¡ 
correspondiente al músculo en reposo (diástole) es ~10'7M y sube en la 
contracción (sístole) a un valor máximo de [Ca2+]¡ ~10'5M. El proceso 
fisiológico por el cual una célula muscular es inducida a la contracción se 
lo conoce como acoplamiento excitación-contracción. Este mecanismo, 
en el miocardio, es iniciado por la despolarización de la membrana 
sarcolemal durante un potencial de acción (PA) que permite la entrada del 
calcio extracelular al interior y activar la liberación de una mayor cantidad 
de calcio desde el RS. Para que tenga lugar la relajación el calcio debe 
ser retirado del citosol, para lo cual interviene el RS, y mecanismos 
localizados en el sarcolema tales como la calcio ATPasa (SERCA) y el 
intercambiador Na+/Ca2+. La posibilidad de cumplir en forma eficiente con 
esta función se debe al desarrollo especial de ciertas ultraestructuras 
celulares como la membrana sarcolemal y el RS. Como se describió más
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arriba, a través de los túbulos T se conduce el PA que se propaga al 
interior del miocito. Este proceso despolariza la membrana, permitiendo la 
entrada de Ca2+, a favor del gradiente desde el espacio extracelular 
([Ca2+] ~ 10'3 M), a través de los canales de Ca2+ tipo L (lentos) 
dependientes de voltaje. Esta forma de entrada de Ca2+ induce la 
liberación de Ca2+ desde el RS al citoplasma, amplificando el aumento 
inicial en la [Ca2+]¡ necesario para la contracción. Este fenómeno se 
conoce como liberación de calcio inducida por calcio (CICR). La liberación 
de Ca2+ del RS se produce a través de los canales de calcio sensibles a 
Ryanodina (RyR).
b) Canales de calcio voltaje dependiente (VDCC)
Si bien se conocen distintos tipos de canales de calcio operados 
por voltaje, en músculo cardíaco se encuentran dos tipos, el canal tipo L y 
el tipo T. Estos canales tienen características estructurales, 
electrofisiológicas y farmacológicas distintas. Incluso la cantidad relativa 
de cada uno varía con el tejido estudiado y la especie animal. La corriente 
de Ca2+ a través de los canales tipo L (lca,i_) es una característica 
prominente de todos los miocitos cardíacos, mientras que la expresión de 
la Icaj es mucho más variable, dependiendo del tipo de célula y de la 
especie animal. En la rata adulta la expresión de lca,T en ventrículo es 
indetectable (96) y en aurícula corresponde a un valor de 10-20 veces 
menor que la lca,L-
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Estructura molecular de los canales de calcio tipo L: Los canales de Ca2+ 
tipo L presentan varias isoformas, así como una vanada localización en 
distintos tipos de tejidos. En el miocardio se lo ha descripto constituido por 
las subunidades: aic, oc2, P2 , 5. Se conocen cuatro genes que codifican la 
subunidad ai de los canales tipo L que originan los homólogos ais, aic 
oc-id , otiF. En el corazón se han descripto el RNAm y la proteína para la 
subunidad <xid, pero ésta se expresa en la aurícula y está ausente en el 
ventrículo, mientras que el RNAm y la proteína para aic se expresa en 
ambos tejidos (85) y es la que es generalmente aceptada como 
constituyente de los canales L.
La subunidad a-ices un peptido de PM ~170-195kd (19,27,29,34,59). 
Los estudios de clonación (73) permitieron obtener el PM a partir de su 
estructura primaria lo que dió un valor de 242.771 d. Se encontraron 
varias isoformas de la subunidad aic, producidas por “splicing” alternativo 
del RNAm en al menos nueve regiones distintas. La subunidad aic es la 
subunidad mayor y tiene las principales características que permiten 
caracterizar al canal tipo L por poseer:
- El poro conductor de los iones. Su estructura permite incluirlo en la 
superfamilia de canales voltaje dependientes que se caracterizan por 
poseer una unidad fundamental que se repite cuatro veces (I, II, III, IV) 
que incluye, cada una, seis regiones de transmembrana S1, S2, S3, S4, 
S5 y S6 y un “loop” P que se corresponde con el poro.
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- El sensor de voltaje. La secuencia de aa del segmento S4 (48) posee 
una elevada conservación y similitud con la de otros canales más 
estudiados, como los de potasio. Este segmento se caracteriza por estar 
enriquecido en cargas positivas (una cada tres residuos). El S4 
respondería al cambio de potencial de membrana, con un ligero 
corrimiento intramembranoso de las cargas positivas que induce un 
cambio conformacional de la proteína (18).
- La selectividad para el Ca2+. Esta proviene del “loop” P de cada una de 
las cuatro unidades que se repiten. Se caracteriza por estar enriquecido 
en ácido glutámico lo que provee cargas negativas que permiten unir el 
Ca2+ (30)
- El sitio de fijación del Ca2+ que induce la inactivación del canal. Este no 
está precisamente definido, pero estaría formado por múltiples partes, 
estando ubicada la mayoría en el extremo carboxilo citoplasmático 
terminal luego del segmento IVS6 (4,98).
- Los sitios de unión a distintas drogas como Fenilalquilaminas, 
Dihidropiridinas (DHP), Benzotiazepinas.
- Posee los sitios de fosforilación por PKA, PKC y glicosilación.
La subunidad a2 es una proteína muy conservada de —140-155 kd 
(50) que se encuentra ubicada en el lado extracelular de la membrana. 
Esta unida a través de un puente disulfuro a la subunidad 5 de PM~32- 
29 kd (27) que está anclada a la MS por un segmento hidrofóbico. Se ha 
demostrado que en músculo esquelético estas dos subunidades son 




proteolítico (28,54). Los RNAm trancriptos de ot2S presentan “splicing" 
alternativo, tejido específico, que origina tres isoformas a2a (m. 
esquelético), a2b(cerebro), a2c, a2d, siendo ot2c y a2cj las más abundantes 
en corazón. Las subunidades a25 participan en la formación de un canal 
funcional ya que la coexpresión con ocie duplica los sitios de unión de 
DHP, su afinidad y las corrientes iónicas.
Figura 8. Canal tipo L
La subunidad p también presenta “splicing" alternativo. Se 
encuentra p2a en cerebro y pi, p2, p3 en corazón (25), aunque la más 
abundante en corazón es la p2. Esta subunidad interactúa con aic a 
través del “loop” entre las repeticiones I y II. Esta subunidad participa en el 
armado del complejo posiblemente al modo de chaperonas (11) y 
regulando la actividad del canal por proteina kinasas (46).
Propiedades de los canales de calcio tipo L (69): Los canales de
calcio tipo L se activan por cambios en el voltaje de la MS (voltaje
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operado) y comienzan a abrirse a potenciales de membrana (Em) de -  -40 
mV. Fisiológicamente la entrada de Ca2+ por los canales tipo L se produce 
durante el PA, donde el Em varía desde el reposo (~ -80mV) hasta un pico 
en la despolarización de ~ 35 mV. A medida que el potencial de 
membrana va aumentando, también lo hace la probabilidad de apertura 
del canal, siendo esta dependencia del tipo sigmoidea y no lineal 
(ohmica). Por éste motivo estos canales son voltaje dependientes 
(VDCC), además de ser voltaje operados. Por otro lado, si bien a mayor 
Em hay más canales abiertos, a medida que aumenta Em, la fuerza 
directriz (Em-Erev) para la entrada de Ca2+ se va reduciendo, con lo cual 
tiende a reducirse la corriente lca,L-
Luego de la activación, el canal se inactiva y deja de estar 
funcionalmente disponible para llevar Ica.L. siendo éste también, un 
proceso voltaje dependiente y tiempo dependiente. Es decir que la 
inactivación disminuye en forma sigmoidea con el aumento del voltaje 
(Em) y aumenta con el tiempo que se mantiene la despolarización de la 
MS. Para esta última situación, las constantes de tiempo de inactivación 
también varían con el voltaje. La inactivación del VDCC es dependiente 
del Ca2+, es decir que las lca más grandes se inactivan más rápido. Este 
fenómeno depende de la [Ca2+]¡ y por lo tanto también depende del RS. 
En un acoplamiento E-C normal la salida de Ca2+ del RS permite reducir 
hasta en un 50% el influjo integrado de Ca2+ vía lca,i_(78). Los canales tipo 
L (lentos) se inactivan más lentamente y a potenciales más positivos que 
los canales de tipo T (rápidos). El canal se reactiva cuando se repolariza
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la membrana, y pasa del estado inactivo (no disponible) a un estado 
cerrado (disponible).
c) Receptor de Ryanodina (RyR)
El RyR es una proteína que se encuentra en la membrana del RS, 
particularmente en la región adyacente al tubo T, conocida como RS de 
unión. Constituye el canal que permite la salida de Ca2+ desde el RS 
durante el acoplamiento EC.
Estructura molecular (37): Este canal presenta tres isoformas RyR1, 
RyR2, RyR3, con una homología de ~70%. Las tres isoformas se 
encuentran en el miocardio pero la RyR2 es la más abundante y 
característica del mismo. Este canal está constituido por cuatro 
subunidades de ~560 kd cada una estrechamente asociadas entre sí 
asemejando en la estructura global a un trébol de cuatro hojas. Si bien la 
estructura tridimensional de la proteína no está completamente dilucidada, 
se han identificados ciertas estructuras de las mismas. La región carboxilo 
terminal permite anclar la proteína a la membrana, mientras que el resto 
mucho mayor de la proteína se proyecta ~14 nm hacia el lado 
citoplasmático. El dominio de transmembrana es de ~7 nm de alto y 
permite la formación del canal por donde atraviesa el Ca2+. El dominio 
citoplasmático del RyR es también conocido como “pie” y en virtud de su 
tamaño le permite alcanzar a la membrana del sarcolema y estar casi 
pegada a los VDCC tipo L.
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Existen otras proteínas intraluminales que están físicamente asociadas 
al RyR, tales como la juntiña, triadina, calsecuestrina, FKBP, que modulan 
la actividad del canal (37).
La FKBP12 es una proteína de ~12 kd, fuertemente unida al RyR en 
una relación 1:1 con cada subunidad que permitiría el acoplamiento entre 
las subunidades del tetrámero y entre tetrámeros, así como favorecer y 
estabilizar estados extremos del RyR, ya sea totalmente abierto o 
totalmente cerrado. También se ha descripto que favorece la corriente de 
Ca2+ desde el lumen del SR al citosol y la bloquea en el sentido contrario. 
La Calsecuestrina es una proteína luminal cargada negativamente, que 
posee una gran capacidad de fijar calcio, localizada en el RS de unión. La 
Juntiña es una proteína de ~26 kd cuya región de transmembrana es 
estructuralmente similar al mismo sector de la Triadina una proteína de 
~95kD que tiende a formar grandes multímeros a través de puentes 
disulfuro intraluminales. Estas dos proteínas se co-localizan en el RS de 
unión e interaccionan entre sí, con RyR2 y con la calsecuestrina. Un 
modelo aun especulativo sugiere que estas dos proteínas serían 
necesarias para acoplar la calsecuestrina al RyR en un complejo de unión 
sensible al calcio, que facilitaría la descarga de calcio de la calsecuestrina 
en la medida que [Ca2+]sR se reduce, durante la liberación al citosol.
El Ca2+ es el activador fisiológico normal y activa al RyR2 en un 
rango de concentración de 1-100 pM que es relevante durante el 
acoplamiento E-C, en un proceso conocido como liberación de Ca2+ 
inducida por Ca2+. Si bien el Mg y el ATP condicionan la repuesta del RyR
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no lo hacen durante el acoplamiento E-C, dado que no varía en forma tan 
rápida. La sensibilidad del RyR para la liberación de Ca2+ parece ser 
mayor para cambios rápidos en la [Ca2+]¡ comparados con cambios lentos 
próximos a un estado estacionario de [Ca2+]¡ (32,45).
d) Liberación de calcio inducida por calcio
Durante el acoplamiento EC se produce un aumento transitorio de 
la [Ca2+]¡ (“transient” de calcio). El “transient” de calcio se produce 
principalmente porque el Ca2+ que entra a la célula, a favor del gradiente 
desde el espacio extracelular por los VDCC tipo L y activa la liberación de 
Ca2+ del RS, a través de los RyR2 (31). Esta activación es conocida como 
liberación de calcio inducida por calcio y se ve favorecida por la ubicación 
relativa de los canales VDCC tipo L y los RyR2. Espacialmente estos 
canales se encuentran muy cercanos entre sí (11) y 
estequiométricamente se encuentran entre cuatro y diez RyR por cada 
VDCC tipo L. (12). La cercanía entre sí de las moléculas de RyR permitiría 
que la salida de calcio por uno de ellos active al canal RyR vecino (83,10). 
La contribución relativa al total de calcio del “transient” necesario para la 
activación del proceso contráctil, varía según las distintas especies. En el 
caso de la rata la contribución de los VDCC tipo L es pequeña, siendo el 
principal aporte de calcio, el proveniente del RS. Es decir que se produce 




Recientemente se ha descripto la liberación localizada y 
espontánea de Ca2+ el RS que se denominó “sparks” (21). Estos “sparks” 
parecieran ser producto de la liberación de calcio desde un grupo de RyR 
que funciona como una unidad funcional. También se ha demostrado que 
los “sparks” pueden ser evocados por Ca2+ que entra por la lca,i_ (17). Por 
este motivo probablemente el “transient” de Ca se deba la activación 
simultánea e indistinguible entre sí, de un gran número de “sparks” (16).
Actualmente se han propuesto otras vías de entrada de Ca2+ que 
pueden inducir la liberación de Ca2+ del RS, pero que no son 
fisiológicamente tan importantes como la recientemente descripta. Estas 
serían:
-Entrada de Ca a través de VDCC tipo T (97).
-Entrada de Ca a través del intercambiador Na+/Ca2+. Este es un 
mecanismo electrogénico que intercambia 1 Ca2+ por 3 Na+. La dirección 
en la cual se realiza el intercambio depende fundamentalmente del 
gradiente electroquímico para el Ca2+ y Na+. Normalmente cuando la 
célula se encuentra o vuelve al reposo luego del PA (Em<Erev -30mV) está 
activo el modo “foward” que permite la entrada del Na+. La entrada de 
calcio puede ocurrir cuando se activa el modo “reverse”, lo cual ocurre por 
un período de tiempo muy corto durante el PA cuando la membrana se 
despolariza por encima de -30mV. También, como lo describieron Leblanc 
y Hume (61) el aumento local de [Na+]¡ en el espacio subsarcolemal 
cuando éste entra por los canales de Na puede inducir a trabajar al 
intercambiador en el modo inverso ingresando Ca2+. La inducción de la
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liberación de Ca2+ del RS por este mecanismo sería mínimo comparado 
con el del VDCC tipo L porque el flujo Ca2+ a través de este 
intercambiador es ~ 1000 veces menor y geométricamente ni su cercanía 
al RyR ni su distribución en la membrana es similar.
-Entrada de Ca a través de canales de sodio. Este mecanismo se 
describió en condiciones donde se podría alterar la selectividad del canal 
al sodio para permitir el pasaje de Ca2+(5,80).
-Existen numerosos factores que se han descripto que pueden 
modular la liberación de Ca2+ desde el RS, tales como la amplitud de lCa>L, 
la cantidad de calcio dentro del RS, Mg, proteínas como CaMKII, PKA, 
etc.
La magnitud del “transient” de calcio depende entonces, 
básicamente de dos factores que son Ica.L y de la cantidad de Ca2+ dentro 
del RS (81,86). Teniendo en cuenta el origen del “transient” de Ca2+, 
dentro de ciertos límites un aumento de [Ca2+]0 determina un aumento de 
Ica.L que a su vez produce un aumento del “transient”. A consecuencia de 
un mayor aumento de [Ca2+]¡ durante el “transient” se produce un aumento 
de la contractilidad del miocardio según muestra la Figura 7,A.
d) Relajación del miocardio
El descenso de la [Ca2+]¡ desde los niveles alcanzados en la 
contracción determina la relajación. El RS es el principal responsable de 
la relajación muscular. El transporte del calcio al interior del RS es 
realizado en contra de un gradiente, a expensas del consumo de ATP, por
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la Ca2+ATPasa (SERCA). En músculo cardíaco se expresa principalmente 
la isoforma SERCA2a. Se transportan 2 moles de Ca2+ por cada mol de 
ATP. En el interior del RS el calcio está concentrado unas 1000 veces 
más que en el citosol. El RS puede regular su capacidad de retomar Ca2+ 
a través de la SERCA por medio de la fosforilación de una proteína 
conocida como fosfolamban. En su estado desfosforilado la fosfolamban 
inhibe a la SERCA. La fosforilación de la fosfolamban libera esta 
inhibición, lo cual activa la SERCA. La fosforilación de esta proteína es 
llevada a cabo por dos quinasas diferentes, la PKA y la Ca-Calmodulina 
quinasa. La actividad de la SERCA es muy sensible a los cambios de 
[Ca2+]¡ citosólico principalmente por su rol como sustrato. El calcio tendría 
un segundo papel estimulando la Ca-Calmudulina quinasa. También 
depende de los niveles [ATP] por su función como proveedor de energía.
Un segundo mecanismo que contribuye a la relajación de la célula 
lo constituye el intercambiador Na+/Ca2+. Durante la declinación del PA 
cuando Em<EreV-30mV se activa el modo que permite la entrada de sodio 
y salida de calcio. Este mecanismo alcanza para eliminar la cantidad extra 
de calcio que entra por la lca,i_ dentro de los rangos fisiológicos de [Ca2+]0 
(86).
4.BLOQUEANTES DE LOS CANALES DE CALCIO
La contractilidad celular, estudiada tanto en el corazón entero como 
en células aisladas, puede ser modulada farmacológicamente teniendo en
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cuenta los numerosos pasos que intervienen antes que se produzca el 
proceso final de contracción.
a) Dihídropiridinas
A partir de los estudios farmacocinéticos con nifedipina de Vater et 
al, 1972 (87) y de Flekenstein et al (35) en adelante, se conoció que la 
entrada de Ca2+ por los canales tipo L es bloqueada por un grupo de 
compuestos sintéticos de bajo peso molecular caracterizadas 
químicamente como dihídropiridinas (DHP). Estas conforman junto con las 
fenilalquilaminas (Ej:Verapamil) y benzotiazepinas (Ej:Diltiazem) un grupo 
clásico de drogas que actúan sobre los VDCC tipo L conocidos como 
antagonistas cálcicos. Los distintos compuestos que pertenecen a estas 
tres clases de drogas se unen con gran afinidad al canal tipo L y 
particularmente reconocen distintos sitios en la subunidad ai, que pueden 
interaccionar entre sí de manera alostérica. También se ha descripto que 
ciertas DHP se unen en músculo cardíaco a otros sitios con menor 
afinidad como los canales de sodio (95,96) y potasio (41). La nifedipina, 
que es un compuesto que pertenece al grupo de las DHP así como otros 
compuestos de su clase, en su mayoría no reaccionan con los VDCC tipo 
T. Las DHP son, de las tres clases de bloqueantes, los que se unen con 
mayor afinidad a los VDCC tipo L, motivo por el cual generalmente a estos 
canales se los denomina también como receptores de DHP. Estas 
características mencionadas de las DHP permitieron que fueran usadas 
para caracterizar, aislar y purificar los VDCC tipo L.
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b) Bases estructurales de la unión de DHPs a los VDCC tipo L
Los estudios de baja resolución como los de marcación de 
fotoafinidad y mapeo con anticuerpos sugieren que los sitios de pegado 
de gran afinidad están ubicados en los segmentos de transmembrana S6 
de la repetición III y IV (IIIS6 y IVS6) y en el loop que une IIIS5-6 (Figura 
9). Con la generación de canales quiméricos se confirmaron los 
resultados anteriores y se agregó un nuevo sitio que corresponde al 
segmento IIIS5, señalando que no tendrían tanta importancia el “loop” S5- 
S6. Estudios de mutagénesis dirigida confirmaron como muy importantes 
13 aa ubicados en IIIS5, IIIS6 y IV6 exclusivos de los canales tipo L.
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Figura 9. A. a a que participan en la unión a DHP B. Posible esquema de las 
hélices de transmembrana que unen a la DHP (84).
La unión de las DHP al VDCC tipo L requiere de ciertas 
condiciones:
- Necesita la presencia de iones divalentes como el Ca2+, Mg2+. Para que 
las DHPs se puedan unir con gran afinidad es necesario que el Ca2+ esté
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unido al canal. El sitio donde se encuentra el Ca2+ corresponde a aquel 
que le da selectividad, conformado por los glutamatos del “loop” S5-S6 de 
las cuatro repeticiones
Depende del estado de actividad del canal. Las DHPs se unen 
preferentemente en el estado abierto o inactivo, mientras que lo hacen 
con poca afinidad si éste está en el estado cerrado. El estado abierto o 
inactivo del canal son estados que se encuentran en el PA, por lo cual la 
unión de las DHPs al canal se dice que es uso dependiente. También el 
estado abierto se encuentra cuando se produce la extracción 
experimental de membranas cardíacas (39).
En conjunto estos resultados muestran que las DHPs se unen a un 
sitio cercano al del sitio de fijación de Ca2+ y a su vez cercano al poro del 
canal (84).
c) Aspectos bioquímicos del tratamiento crónico con DHP
En un gran número de sistemas se ha demostrado que la 
ocupación por un tiempo prolongado de los sitios receptores lleva a una 
alteración del número de los mismos. Por ejemplo, la ocupación crónica 
de los receptores p-adrenérgicos con agonistas lleva a la reducción en el 
número de los mismos (2,58,66). Inversamente, el tratamiento crónico con 
propanolol, un bloqueante de los receptores p, induce un aumento en el 
número de los mismos (1,3). Los resultados obtenidos luego del 
tratamiento crónico con nifedipina sobre el número de receptores de DHP, 
son objeto de controversia. Se han informado resultados en los que éstos
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no se modifican (76), disminuyen (38) o aumentan (20,22,23). Si los 
canales que varían son funcionales, entonces debiera de corresponderse 
con variaciones en la corriente de Ca2+. Estudios de Le Grand (60) y otros 
en miocitos aislados de aurícula de humano encontraron que el 
tratamiento crónico con antagonistas calcicos genera una disminución de 
la Ica.L. En un trabajo más reciente, Mewes y Ravens (72) trabajando con 
la misma técnica y utilizando una preparación similar, encontraron idéntica 
densidad de lca,i_ en miocitos auriculares de pacientes tratados con y sin 





De acuerdo con los resultados de la bibliografía, los efectos obtenidos 
sobre la función cardíaca y sobre las características del canal L de Ca2+ 
luego del tratamiento crónico con nifedipina son variados y contradictorios 
(43,56,99,100). Teniendo en cuenta que los canales L de Ca2+ constituyen la 
primera etapa en la génesis de la contracción, en este estudio se evaluó el 
efecto del tratamiento crónico con nifedipina sobre las características y 
funcionalidad de los canales L de Ca2+ en el corazón de rata. Con este 
propósito se analizó:
• La densidad de los sitios receptores de dihidropiridinas en 
membranas cardíacas.






Animales y diseño experimental
Los experimentos correspondientes a este trabajo este trabajo se 
llevaron a cabo utilizando ratas macho de aproximadamente 5 meses de 
edad provenientes de la cepa Wistar normotensas, cuyo peso osciló 
entre 250-300 gr. Los animales fueron criados bajo idénticas condiciones 
de luz y temperatura y tuvieron libre acceso al agua y alimento. Los 
animales apareados por peso y edad y se dividieron en dos grupos: no 
tratados (controles) y tratados con nifedipina. Los animales tratados 
recibieron durante 30 días una dosis oral de nifedipina (Adalat Retard, 
Bayer) de 10mg/Kg/dia. Para la administración se pulverizó la gragea (20 
mg) y se la suspendió en 800pl de agua común de los cuales se les 
obligó a beber 100pl diariamente.
Antes y después del tratamiento con nifedipina se determinó la 
presión arterial sistólica (PA) mediante el método pletismográfico (14) en 
la arteria de la cola. Para aumentar el flujo sanguíneo en la arteria se 
colocó a los animales en una incubadora a 40 °C durante 20 minutos. Se 
rodeó la cola con un manguito infiable conectado a un manómetro de 
mercurio y distalmente se colocó un transductor neumático de pulso 
conectado a un osciloscopio. Para medir la PA se insufló rápidamente el 
manguito hasta interrumpir la circulación y luego se desinfló lentamente 
(~2mmHg/seg) hasta ver la onda de pulso en la pantalla del osciloscopio.
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El valor de presión registrado por el manómetro en el cual aparecía el 
primer registro de pulso se consideró la presión arterial sistólica.
Extracción del corazón
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico 8mg/100g 
de peso por vía intraperitoneal y una vez inconscientes se procedió a 
extraer el corazón. Se corta la piel para dejar al descubierto la parrilla 
costal. Ésta se cortó desde el esternón para poder replegarla hacia 
arriba, sujetándola con una pinza Cocher, de modo que la zona ocupada 
por el corazón quedó al descubierto. Al corazón se le inyectó 1 mi de 
heparina en la aurícula para evitar la formación de coágulos durante la 
extracción que impidan una adecuada perfusión del mismo. 
Inmediatamente se hizo un corte en la arteria aorta aproximadamente 3 
mm por encima de su nacimiento en el corazón. Seguidamente se 
introdujo una cánula a través del corte que se sujetó a la arteria con un 
hilo que rodeó la sección de la arteria canulada. Luego se separó el 
corazón cortando los vasos y membranas que lo fijan al cuerpo del animal 
y fueron montados en un aparato de Langendorff. Este proceso de 
extracción se realizó muy rápidamente, para evitar la isquemia del





El comportamiento mecánico y el “transient” de calcio se 
determinaron en miocitos aislados de corazón de rata. Los corazones 
fueron extraídos a partir de ratas Wistar controles y tratadas con 
nifedipina como se indicó anteriormente.
Una vez extraído el corazón fue perfundido en forma retrógrada a 
37 °C a una presión de perfusión constante de 70-80 mm Hg con solución 
Krebs-Henseleit (K-H) de la siguiente composición en (mM): NaCI 146,2; 
KCI 4,69; CaCI2 1; Glucosa 11; NaH2PO4.H20 0,35; ácido N-2- 
hidroxietilpiperazina-N'-etanosulfónico (HEPES) 10; MgCI2 1,05 a pH=7,4 
y burbujeada con una mezcla de 0 2 95% y C02 5% durante 4 min. 
Durante esta etapa de estabilización el corazón siguió latiendo 
espontáneamente. Seguidamente fue perfundido con la misma solución 
K-H libre de calcio durante 6 min. Este procedimiento es muy importante 
para obtener un buen rendimiento de miocitos ya que cuando se intenta 
aislar los miocitos en presencia de calcio se observa que éstos se 
contracturan y mueren (38). Para facilitar la separación de los miocitos, 
es necesario exponer brevemente el corazón a un medio libre de calcio, 
dado que la presencia del mismo estaría involucrada en el mantenimiento 
de la integridad de los desmosomas de los discos intercalares. Esta 
maniobra está condicionada en el tiempo dado que simultáneamente se 
produce una separación del glucocalix de la membrana, lo cual origina
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miocitos hiperpermeables al calcio cuando se lo reexpone a 
concentraciones fisiológicas del ion (38). El tiempo de perfusión con la 
solución virtualmente libre de calcio requiere un control muy preciso para 
evitar tanto la perdida del glucocálix como la perdida excesiva de Ca2+. 
Estos dos factores pueden ser causa de una excesiva entrada posterior 
de Ca2+ a la célula, contractura y muerte. La digestión del corazón se 
lleva acabo durante 12 min al mismo flujo, con la misma solución K-H 
pero en presencia de CaCI2 50 pM, colagenasa 0,6 mg/ml (118 
unidades/ml, Worthington Biochemical Corp. Lakewood, NJ), pronasa 
0,114 mg/ml (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) y 
seroalbúmina bovina (BSA) 1% libre de ácidos grasos (Sigma Chemical 
Co. St Louis, MO, USA). La presencia de cationes bivalentes como CaCI2 
50 pM disminuye la separación del glucocálix y a la vez previene la 
muerte celular durante la posterior reperfusion con CaCI2 1 mM. La 
concentración de CaCI2 durante la reperfusion debe estar 
cuidadosamente controlada y evitar que sea superior a 50 pM porque 
podría producirse influjo de calcio con la consiguiente muerte celular.
Una vez que el corazón esta digerido se lo retiró del aparato de 
perfusión y fue colocado en una cápsula de Petri donde gradualmente se 
lo expuso a calcio comenzando con solución K-H CaCI2 0,5 mM y BSA al 
1%. Luego se cortó transversalmente por la unión aurículo-ventricular y 
se descartaron las aurículas. Los ventrículos en un volumen de
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aproximadamente 6 mi fueron cortados con tijera en pequeños trozos, se
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agitó suavemente para favorecer la disgregación de los miocitos y su 
liberación del tejido no digerido. En esta etapa se rompen las uniones 
“gap junction” que representan aproximadamente 10-13% del área de los 
discos intercalares. En miocitos sanos la ruptura y resellado es rápido y 
se evita el movimiento importante de iones según sus gradientes de 
concentración, como podría ser la entrada de Ca2+ a la célula, 
produciendo la muerte celular. Finalmente se procedió a la filtración a 
través de una malla de nylon de aproximadamente 300 pm para 
separarlos del resto del material no digerido y resuspensión en 15 mi de 
solución K-H, en un tubo de ensayo. Se los dejó sedimentar, se descartó 
el sobrenadante que contiene en su mayoría células muertas y restos 
celulares sin interés. Este procedimiento se realizó dos veces más, y 
finalmente fueron resuspendidos en una solución K-H con CaCI2 1 mM 
(9).
Preparación de membranas cardíacas.
El ensayo para determinar la densidad de canales de calcio se 
realizó en membranas aisladas del ventrículo del corazón de rata.
Una vez extraído el corazón fue perfundido a través de la aorta en 
forma retrógada por el método de Langerdoff con solución Ringer en mM: 
NaCI 128.3; KCI 4,69; CaCI2 1,35; Glucosa 11; NaH2PO4.H20 0,35; 
C03HNa 20,2; SO4Mg.7H20 1,05; pH=7,4, burbujeada con una mezcla de
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0 2 95% y C02 5% a 37 °C. Una vez lavado el corazón se disecaron los 
ventrículos, cortando por la unión aurículo-ventricular. Posteriormente se 
los sumergió en solución Ringer a 4 °C hasta el momento de ser pesado, 
para lo cual se le quitó el exceso de humedad escurriéndolo muy 
suavemente sobre papel. Las fracciones de membrana se prepararon de 
acuerdo al método ya descripto por nuestro laboratorio (23). El tejido se 
cortó con tijeras en pequeños trozos y luego se homogeneizó con 4 
volúmenes (peso/volumen) de Trihidroxiaminometano-HCI (Tris-HCI) 50 
mM, pH=7.4, con homogeneizador Brinkmann Polytron (2 veces, 20 seg 
en posición 6). El homogenato se centrifugó 10 min a 1000 x g. El 
sedimento se descartó y el sobrenadante se centrifugó a 48000 x g 
durante 25 min. El sedimento resultante fue resuspendido en el volumen 
original de Tris-HCI 50 mM y se lo homogeneizó manualmente con un 
homogeneizador de teflón-vidrio. La suspensión se lavó de esta manera 2 
veces centrifugando cada vez 48000 x g durante 25 min. Todo el 
procedimiento se realiza a 4°C. Finalmente el sedimento fue 
resuspendido en el buffer de homogeneización y se determinó la 
concentración de proteínas.
Determinación de proteínas
La concentración de proteínas se determinó por el método de 
Bradford (13), que consiste en una reacción colorimétrica en la cual las
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proteínas interaccionan con el colorante Coomassie Brilliant Blue. Esta 
reacción se midió con el espectrofotómetro Spectronic 21 (Bausch & 
Lomb). La concentración de proteínas de una muestra se obtiene en 
referencia a una curva de calibración (densidad óptica vs [proteína]). Esta 
curva de calibración se realiza a partir de una muestra estándard de BSA 
de 1mg/ml, con concentraciones de 5pg, 10pg, 15pg y 20pg. Las 
muestras (10pl y 20pl) se obtuvieron de una dilución 1/10 de la 
suspensión de membranas anterior. La interpolación de los valores de 
densidad óptica (DO) en la curva de calibración permite conocer la 
concentración de cada muestra.
Radioensayo de “ binding”
La densidad de los canales de calcio se midió de acuerdo a la 
unión específica ("binding") al receptor de dihidropiridinas con el
radioligando [metil ^H]PN 200-110 (New England Nuclear). 
Aproximadamente 200 pg de proteína se incubaron durante 1 h a 25°C en 
0.5 mi de Tris- HCI 50 mM con concentraciones crecientes de [metil 
3H]PN 200-110 de 0.025nM, 0.05nM, 0.1 nM, 0.2nM, 0.4 nM, 0.8nM, 1nM, 
2nM, 3nM, 4nM. Para obtener la unión al receptor no específica se incubó 
paralelamente en presencia de nifedipina 2.5 pM. La reacción se finalizó 
agregando 4 mi de Tris-HCI 50 mM a pH 7.4 y se filtró a través de filtros
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Whatman GF/B humedecidos con el mismo buffer. Los filtros fueron
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lavados 5 veces con el mismo buffer a 0°C, se secaron y se midió la 
radiactividad en contador de centelleo líquido. La unión específica de 
[Metil- 3H]PN 200-110 al receptor se define como la diferencia entre la 
unión total y la cantidad unida en presencia de 2.5 pM de nifedipina. La 
constante de disociación Kd y la unión específica de [Metil-3H]PN 200-110 
(Rmax) se obtienen por el método de Scatchard para cada experimento 
realizado por duplicado.
Medida de los “ transients” de calcio y del acortamiento celular
Los miocitos son cargados durante 10 min en la oscuridad a 
temperatura ambiente con el indicador de calcio fluorescente Indo 1-AM 
(Molecular Probes) 17 pM en su forma de éster (eléctricamente neutra) 
para permitir la entrada a la célula a través de la membrana. Se 
centrifugó a baja velocidad, se eliminó el sobrenadante y se los dejó 45 
minutos en la oscuridad para permitir la desesterificación del Indo 1-AM, 
lo cual permite dejar libres los grupos carboxilo del indicador y unirse al 
calcio. Seguidamente se colocó 0.5 mi de la suspensión de células en 
una cámara de vidrio sobre la platina de un microscopio invertido (Nikon 
Diaphot 200) adaptado para epifluorescencia y se las dejó fijar al fondo 
10 min. Luego los miocitos fueron perfundidos continuamente con 
solución K-H ([Ca2+] 1 mM a pH=7,4) a flujo constante (1ml/min). Las 
células fueron excitadas por un campo eléctrico de 2 mseg de duración
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con una frecuencia de 30 pulsos/min, a través de electrodos de platino 
colocados a lo largo de las paredes de la cámara. La imagen de las 
células individuales iluminadas con luz roja (610nm), se proyectó en un 
monitor de alta resolución (Sony) a través de una video cámara (Pulnix 
TM 640), y los cambios en la longitud de la célula fueron evaluados a 
través de un detector de movimiento de bordes (Crescent Electronics 
VED-103) ubicados en los extremos del miocito. La señal se transmitió a 
un registrador (Gould RS 3200) y a una computadora en donde se 
almacenó para su posterior procesamiento. La distancia que separa los 
detectores de bordes fue medida por medio de un ocular que tiene 
grabado una regla, que permite asignar a esa distancia un valor conocido 
de longitud. Conociendo el acortamiento del miocito en la pantalla se 
calibra el registrador de manera que se correspondan los micrones del 
acortamiento con un trazo de una longitud determinada sobre el papel de 
registro. La longitud inicial del miocito en reposo se la tomó como L0. Los 
cambios de la longitud del mismo fueron calculados como porcentajes de 
L0. Las células cargadas con lndo1-AM fueron excitadas por epi- 
iluminación con una lámpara de Xenón a través de un filtro de 350 ± 5 
nm, transmitida al miocito a través de un espejo dicroico (refleja 
longitudes de onda <380nm), colocado debajo del microscopio. La señal 
de emisión se recolectó con el objetivo del microscopio (x40) y se 
transmitió a través de filtros de 410 y 482 nm, a dos fotomultiplicadores 
(PMT) (R2693, Hamamatsu). El esquema de este equipo se muestra en la
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Figura 10. La salida de los fotomultiplicadores se recogió (a través de un 
convertidor l/V) y almacenó en una computadora para su posterior 
análisis. La relación o cociente de la señal 410nm/482nm se la puede 
considerar una medida de calcio intracelular (8). Antes de obtener la 
relación de fluorescencia a 410/482 nm se restó previamente la señal de 
fondo. El cociente de fluorescencia diastólico se obtuvo haciendo el 
promedio de los puntos correspondientes a los últimos 100 mseg de 
duración del pulso de despolarización. El sistólico se consideró 
directamente el punto más alto del “transient”.
Figura 10. “Set-up" para medir fluorecencia y acortamiento
Cuando los miocitos aislados son cargados con Indo 1-AM hay una 
compartamentalización del indicador en las mitocondrias, cuyo grado
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varía de célula a célula. Esto hace que la calibración de la fluorescencia 
sea cuestión de controversia (8) y en consecuencia en muchos casos los 
resultados se expresen simplemente como relación de fluorescencia. A 
pesar de conocer esta dificultad se siguió un protocolo de calibración que 
han seguido otros autores. Las conclusiones de los experimentos fueron 
las mismas de todas maneras cuando la señal de lndo-1 se expresó 
como relación de fluorescencia o con la estimación realizada. La [Ca2+]¡se 
la estimó a partir de la ecuación de Grynkiewicz et al (1985) (42):
[Ca2+]i=Kdp [(R-Rmin)/(Rmax-R)]
Los valores de Rmjn y Rmax corresponden a los valores del cociente 
de fluorescencia sin Ca2+ y EGTA (Rmin), y a una concentración de Ca2+ a 
saturación (Rmax), y p es la relación de las señales de fluorescencia del 
lndo-1 a 482 nm sin Ca2+ y Ca2+ a saturación. Luego que las células 
fueron cargadas con lndo-1AM fueron perfundidas con solución K-H sin 
Ca2+ durante 15 min. La solución de perfusión se cambió a otra de alto 
potasio (en mM): 10 NaCI; 130 KCI; 1MgCI; 5 HEPES; 5 EGTA. Luego de 
20 minutos de perfusión, para limitar la hipercontractura posterior al 
agregado de Ca2+, se agregaron para inhibir el metabolismo 3 pM 
carbonyl cianida p(trifluoromethoxy) phenylhydrazona (FCCP, Sigma Co.) 
y 10 mM 2-deoxiglucosa. El Rmjn se lo obtuvo agregando a la solución 
50pM de lonomicina (Calbiochem) o 10nM 4-Br-A23187 (Calbiochem). La 
señal fue seguida hasta que el cociente alcanzó un estado estacionario. 
Esto ocurrió generalmente luego de 60 minutos.de perfusión en las
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condiciones descriptas. Para la determinación del Rmax se perfundió con 
solución K-H libre de EGTA y con Ca2+10 mM. También se agregó a la 
solución lonomicina 50(iM (Calbiochem) y 4-Br-A23187 (Calbiochem) 
10nM. Los valores promedios hallados para Rm¡n, Rmax y p fueron 0.259 ± 
0.022, 1.02 ± 0.07 y 3.5 ± 0.7 respectivamente. Para calcular la 
concentración de Ca2+ con Indo 1 se usó una constante de disociación 
aparente (Kd) de 844 nM determinada in vivo por Bassani et al (9). Este 
valor aparente de Kd es más apropiado que el calculado in vitro dado que 
fue determinado en el entorno celular nativo que es más aproximado a las 
condiciones usadas en los experimentos presentes.
Todos los resultados se expresaron como la media ± error estándar 
(ES). El análisis estadístico se realizó con el test de “Student”, 
considerándose estadísticamente significativos los valores de p<0.05. Se 
usó el análisis de covarianza para comparar la relación acortamiento vs 
“transient” en ratas tratadas vs controles.
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Todas los reactivos utilizados fueron pro-análisis.
RESULTADOS
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Se estudió el efecto del tratamiento crónico con nifedipina sobre los 
canales de calcio tipo L, receptores de dihidropiridinas (DHP), en el 
corazón de rata. Para ello se midieron la cantidad de receptores de DHP 
en membranas cardíacas y las propiedades funcionales de los canales de 
calcio tipo L, a través de la medida del aumento transitorio de calcio 
(“transient”) y acortamiento mecánico en miocitos aislados.
A) Características Generales de los Animales
El tratamiento crónico de ratas Wistar con 10 mg/Kg/día de 
nifedipina durante 28 días no produjo cambios significativos en el peso 
corporal, peso del corazón y presión arterial. Tampoco se observaron 
diferencias significativas entre los dos grupos, controles y tratados con 
nifedipina, respecto al tamaño de los miocitos. Los resultados se muestran 







Peso Corporal (g) 293 ±7 285 ±5
Peso del Corazón (g) 1,0 ±0.02 1,04 ±0.04
Presión Arterial (mmHg) 113 ± 5 107±3
Longitud del Miocito (f¿m) 132 ±12 129 ±8
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B) Densidad de los canales de Ca2+ tipo L
El tratamiento crónico con nifedipina durante 28 días indujo un 
aumento de los receptores de DHP en membranas cardíacas de rata.
A
Figura 11. Unión total, específica e inespecífica de [metil-3H] PN 
200-110 a membranas ventrículares de (A) grupo control (n=14) y (B) de 
ratas tratadas con nifedipina (n-11). Los puntos de corresponden a la 
Media ± ES de todos los experimentos.
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La Figura 11 muestra los resultados de la unión total, específica e 
inespecífica de la DHP a membranas cardíacas de ratas no tratadas 
(Control) y tratadas con nifedipina en función de la [DHP]. La unión 
específica se obtuvo previa determinación de los valores de la unión total 
e inespecífica. Los resultados de las determinaciones en el equilibrio de 
esta unión al receptor con concentraciones crecientes de metil-[3H]PN 
200-110 (de 0.01 a 2.7 nM) mostraron que esta unión de la DHP a las 
membranas cardíacas de rata alcanza la saturación. La unión inespecífica 
no superó el 30% de la específica al comienzo de la saturación. El ajuste 
de las curvas de unión específica al receptor de DHP para las ratas 
controles y tratadas con nifedipina es comparado en la Figura 12.
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Figura 12. Unión específica del [metil-3H] PN 200-110. El ajuste de 
los puntos obtenidos de la unión específica al receptor de DHP se realizó 
de acuerdo a la ecuación de la hipérbola donde B=Bmax*X/Kd+X.
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El análisis de Scatchard de los resultados anteriores se muestran 
en la Figura 13 (A y B). Se observa que los sitios de unión máxima de 
metil-[3H]PN 200-110 a membranas ventriculares de ratas tratadas con 
nifedipina aumentó significativamente (Bmax= 310 ± 21 fmol/mg) con 
respecto al control (Bmax = 222 ± 19 fmol/mg de proteína) (P < 0.05).
Unido (fmol/mg)
Figura 13 (A). Representación gráfica del análisis de Scatchard con los 
valores mostrados en las figuras 1 y 2. (B). Valores de la Media ± ES de 
Kd yBmax (Control, n-14, nifedipina, n=11). (*) P<0.05 vs Control.
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La afinidad de la DHP metil-[3H]PN 200-110 por el receptor fue 
significativamente menor en los animales tratados con nifedipina con 
valores de Kd igual a 0.12 ± 0.01 nM y 0.17 ± 0.01 nM para control y 
tratados respectivamente (P < 0.01). Los valores de la media ± ES de Bmax 
y Kd graficados en la Figura 13-B se calcularon a partir de los valores 
obtenidos por el método de Scatchard de cada experimento. La 
posibilidad de que exista más de un sitio de unión con distinta afinidad por 
la DHP se descartó debido a que el coeficiente de Hill (n) calculado fue 
n=1.
C) Medida de Acortamiento y “Transients” de calcio
Con la finalidad de estudiar si el aumento de los sitios de unión al 
receptor de DHP luego del tratamiento con nifedipina se acompañó de un 
aumento del “transient” de Ca2+ se analizó esta etapa del proceso E-C en 
miocitos aislados.
La amplitud del “transient” de Ca2+, tomado como la diferencia entre 
el Ca2+ sistólico y diastólico, fue evaluada a dos concentraciones de calcio 
extracelular ([Ca2+]0) de 1 y 2 mM. Para ambas concentraciones de calcio, 
el “transient” fue mayor en miocitos de ratas tratadas con nifedipina, 
respecto a los miocitos de ratas no tratadas.
En el panel superior de la Figura 4-A se muestra un experimento 
típico del “transient” de Ca2+realizado en miocitos de ratas controles y 
tratadas con nifedipina. Como ya se mencionó más arriba, el miocito fue 




Figura 14. Trazos típicos para el “transient” de Ca2+ y acortamiento celular 
en miocitos de ratas controles y tratadas con nifedipina. (A), Registros 
simultáneos de “transient" de Ca2+ y acortamiento celular obtenidos a 
[Ca2+]0 1 y 2mM. (B), Los trazos generados a [Ca2+]0 2mM en A fueron 
normalizados y superpuestos, para mostrar el curso en el tiempo del 
“transient” de Ca2+ y acortamiento en miocitos de ratas controles y 
tratadas con nifedipina.
Los registros fueron obtenidos luego de un período de 
estabilización del miocito en cada solución. Con el objeto de reducir al 
mínimo la perdida de fluorescencia, los miocitos se expusieron a la luz UV 
solamente durante el tiempo de registro en el que se producían tres
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acortamientos sucesivos. En estos experimentos en particular, la amplitud 
del “transient” de Ca2+ fue 142 nM (Control) y 365 nM (nifedipina) a 1 mM 
[Ca2+]o, y aumentó a 179 nM (Control) y 480 nM (nifedipina) a 2 mM 
[Ca2+]0.
Teniendo en cuenta el aumento en la amplitud y en el pico sistólico 
del “transient” de Ca2+, si no hubo cambios en la respuesta de los 
miofilamentos al Ca2+ debido al tratamiento crónico con nifedipina, se 
debería esperar un aumento de la contractilidad. En el panel inferior de la 
Figura 14-A, cuando se comparan con los miocitos de ratas controles, se 
observa que el mayor “transient” de Ca2+ de los miocitos de las ratas 
tratadas con nifedipina (Panel superior) se corresponde con un mayor 
acortamiento (Panel inferior). En estos ejemplos el acortamiento celular 
fue 3.3% y 4.4% de la longitud inicial (Lo) para [Ca2+]0 1 mM y 2 mM, 
respectivamente en los miocitos controles, y 6.5% ([Ca2+]0 1mM) y 10.7% 
([Ca2+]0 2mM) de Lo para los miocitos de ratas tratadas con nifedipina.
La Figura 15 muestra los resultados totales para los “transients” de 
Ca2+ realizados en 6 y 9 miocitos obtenidos de 4 ratas controles y 6 ratas 
tratadas con nifedipina respectivamente. La amplitud y el pico sistólico del 
“transient” de Ca2+ fueron aproximadamente el doble en los miocitos de 
ratas tratadas con nifedipina a las dos concentraciones de [Ca2+]0. 
estudiadas. Aunque los valores de Ca2+ diastólico tienden a ser mayores 






Figura 15. Resultados totales de [Ca2+]  diastólico, sistólico y amplitud del 
“transient” evocados a [Ca2+]0 1mM y 2 mM. (A) [Ca2+]0 1mM y(B) [Ca2+]0 
2mM. Las barras muestran la Media ±  ES. (*) P < 0.05 versus Control.
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La Figura 16 muestra los resultados totales de los parámetros de 
contractilidad obtenidos en miocitos cardíacos de ratas controles y 
tratadas con nifedipina. El acortamiento celular y la máxima velocidad de 
acortamiento fueron significativamente mayores en los miocitos de ratas 
tratadas con respecto a los pertenecientes a ratas controles.
Figura 16. A. Acortamiento expresado como porcentaje de la longitud del 
miocito en reposo (Lo). B. máxima velocidad de acortamiento. Las barras 
muestran la Media ± ES. (*) P 0<05 versus Control.
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Cuando se aumenta la [Ca2+]0 de 1mM a 2mM, el incremento en el 
“transient” de Ca2+ de 61 ± 19% se corresponde paralelamente con un 
aumento en el pico del acortamiento de 62 ± 14% (n=6) en miocitos 
controles y 79 ± 22% y 72 ± 15% (n=9) respectivamente en miocitos 
tratados con nifedipina.
El aumento obtenido en el “transient” de Ca2+ en miocitos de ratas 
tratadas con nifedipina, generado tanto a 1mM como a 2mM de [Ca2+]0) 
fue de aproximadamente un 100% con respecto a los miocitos controles. 
Dicho aumento en el “transient” de calcio estuvo asociado con un 
aumento similar en el acortamiento celular.
Figura 17. Acortamiento celular en función de la correspondiente amplitud 
del “transient” de calcio a [Ca2+]  1 y 2 mM.
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Este efecto sobre la respuesta de los miofilamentos al Ca2+ se
caracterizó por el estudio de la relación entre acortamiento celular y la 
amplitud de los “transients” de calcio en miocitos de ratas controles y
tratadas (Figura 17).
A
Figura 18. Tiempo en alcanzar el máximo acortamiento celular (TTP 
acortamiento en A) y “transient” de calcio celular (TTP “transient” en B). 
Las barras muestran la Media ±ES (Control n=6, Tratados n= 9).
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La relación que siguen los parámetros mencionados para ambos 
grupos de ratas es similar, lo cual sugiere que el tratamiento crónico con 
nifedipina no produce cambios en la respuesta de los miofilamentos al
Ca2+¡.
Figura 19. (A). Tiempo medio de decaimiento del “transient” (t1/2 
“transient”). B. Tiempo medio de relajación mecánica (ti/2  relajación). Las 
barras muestran la Media ± ES. Control, n=6 y nifedipina, n=9. (*) P<0.05.
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Para completar el estudio del acortamiento celular así como el del 
“transient” de calcio se analizó el desarrollo en el tiempo de los mismos. 
Esto se realizó midiendo el tiempo que tarda en alcanzar el punto máximo 
(TTP) del acortamiento y del “transient” de calcio (Figura 18, A y B).
El TTP del acortamiento y el TTP del “transient” de calcio de todos 
los registros no mostró diferencias significativas entre los miocitos 
controles y tratados (Figura 18).
La relajación mecánica del miocito se evaluó a través del tiempo 
que tarda en alcanzar la mitad del máximo acortamiento logrado (ti/2), 
considerado desde el tiempo en alcanzar el pico de máximo acortamiento. 
Los resultados de todos los experimentos muestran que no hay 
diferencias significativas en la relajación mecánica entre los miocitos 
controles y tratados con nifedipina a las dos concentraciones de [Ca2+]0 
estudiadas (Figura 19, A).
Cuando se evaluó paralelamente el tiempo tardado hasta alcanzar 
el 50% de decaimiento del “transient” de Ca2+, medido desde el TTP, se 
observó una tendencia a ser mayor en los miocitos tratados que en los 
controles, que alcanzó a ser un aumento estadísticamente significativo 
solo a [Ca2+]0 2mM. Este hecho se puede observar en los trazos 




En este estudio se evaluó el efecto de tratamiento crónico con 
nifedipina sobre la densidad y la funcionalidad de los canales de calcio 
tipo L en el corazón de rata. La nifedipina es una DHP que se une 
específicamente a la subunidad ai del canal L de Ca2+ y puede ser usada 
para la cuantificación de estos canales (36). Nuestros resultados 
muestran que el tratamiento prolongado con nifedipina produjo un 
aumento del número de sitios de fijación al receptor de [metil-3H] PN 200- 
110 (Bmax) en membranas cardíacas de rata. Estos resultados han sido 
observados previamente en el corazón de ave (20) y de conejo (22,23). 
En dichos estudios también se evaluó la densidad de canales de Ca2+ con 
la DHP [metil-3H] PN 200-110. Los valores de Bmax obtenidos en 
corazones de conejo controles fueron similares a los del presente trabajo 
en la rata.
Otros estudios en corazón de mamífero, luego del tratamiento 
crónico con bloqueantes de los canales de Ca2+ tipo L, revelaron 
resultados diferentes. Los estudios de Nishiyama y col. (76) mostraron 
que no existen cambios ni en el Bmax ni en la afinidad de los canales (Kd) 
luego del tratamiento crónico con nifedipina. Más tarde los estudios de 
Gengo y col. (38) mostraron que el tratamiento crónico produce una 
disminución en el Bmax sin cambios en la afinidad. Wagner y col. (89) 
observaron que cuando trataron crónicamente a humanos que padecían 
de miocardiopatía hipertrófica, con bloqueantes de los canales de Ca2+ 
tipo L, no se observaron cambios en el Bmax ni en la afinidad (Kd), en 
concordancia con Nishiyama y col (76). Este último estudio y el de Gengo
____________________________________________________________________ Discusión
59
y col. (38) a semejanza de los nuestros, se realizaron en ratas y sin 
embargo, los resultados muestran diferencias importantes entre sí en los 
valores controles de Bmax, (91 fmol/mg y 600 fmol/mg proteína 
respectivamente) y con los obtenidos en el presente trabajo (222 fmol/mg 
de proteína). Estas diferencias en el Bmax podrían explicarse al menos en 
parte por las diferentes cepas de ratas que se utilizaron en dichos 
estudios.
El número de sitios de unión específicos de DHP ha sido tomado 
como una medida apropiada de los canales de Ca2+ tipo L. La relación 
entre los sitios de unión específicos de DHP y canales de Ca2+ tipo L 
funcionales es controvertida. Estudios anteriores llevados a cabo en 
miocitos de corazón de pollo (6) y en músculo esquelético de rana (82) 
mostraron que el número de sitios de unión de DHP, determinados por el 
“binding” de PN 200-110, podría ser entre 50-100 veces superior al 
número de canales de Ca2+ funcionales determinados midiendo corriente 
de Ca2+. Esto sugeriría que la mayoría de los sitios de unión de DHP no 
representan canales de Ca2+ funcionales. Sin embargo, Lew y col. (64) 
trabajando con miocitos ventriculares de conejo demostraron que la 
mayoría de los receptores de DHP en músculo cardíaco eran canales de 
Ca2+tipo L funcionales. En nuestro estudio se demuestra que son canales 
funcionales ya que el aumento del Bmax se corresponde con un aumento 
del “transient” de Ca2+ y de la respuesta contráctil en miocitos cardíacos. 
Por otra parte dicha funcionalidad de los canales se comprobó además 
por el aumento significativo de la corriente de Ca2+ a través de estos
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canales (Ica.ü en rniocitos cardíacos de ratas tratadas previamente con 
nifedipina (74). Estos resultados están de acuerdo con los informados en 
un trabajo previo donde se demostró un aumento de los canales de Ca2+ 
tipo L funcionales en el corazón isovolúmico perfundido de conejos (23).
Estudios de Le Grand y col. (60) en rniocitos aislados de aurícula 
humana encontraron que el tratamiento crónico con antagonistas cálcicos 
genera una disminución significativa de la lc a,L. En un trabajo posterior, 
Mewes y Ravens, (72) trabajando con la misma técnica y utilizando una 
preparación similar, no encontraron diferencias significativas entre la 
amplitud de lc a,L en rniocitos auriculares de pacientes tratados con y sin 
antagonistas cálcicos, contradiciendo los resultados de Le Grand y col 
(60). Mewes y Ravens refieren sus resultados al trabajo previo de Wagner 
y col (89) donde mostraron que no hay cambios en los receptores de DHP 
en rniocitos auriculares de pacientes tratados y no tratados con 
antagonistas cálcicos, pero como ya señalamos más arriba, se trataba de 
pacientes con miocardiopatía hipertrófica, que además recibían 
simultáneamente otros medicamentos. Mewes y Ravens midieron la lCa,L 
en un número bajo de células ventriculares de pacientes tratados con 
antagonistas cálcicos (5.5 ± 2.0 pA/pF; n=3, 2 pacientes) y no tratados 
(1.8 ± 0.3 pA/pF; n=3, 2 pacientes). Si bien consideran que la amplitud de 
lCa,L no fue diferente entre en los pacientes tratados y los no tratados, los 
valores muestran una tendencia a ser mayores en los primeros, lo que 
estaría de acuerdo con los resultados obtenidos en rniocitos de rata (74). 
Las discrepancias entre nuestros resultados y los de la literatura podrían
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atribuirse a 1) diferencias de especies, 2) dosis, forma de administración y 
duración del tratamiento con nifedipina. Al respecto podemos mencionar 
que la nifedipina fue administrada vía endovenosa o subcutánea con 
liberación continua de 36 y 360pg/kg/h (38), vía oral dos veces por día 
50mg/kg/día (76) o una dosis diaria 10mg/kg/día (74). Esto conduciría a 
obtener niveles plasmáticos de droga diferentes. 3) Diferencias en el 
procedimiento para la preparación de membranas cardíacas y en la 
determinación de unión al receptor (“binding”).
La afinidad de las DHP por el receptor varía según las condiciones, 
tales como la concentración de iones divalentes (Ca2+, Mg2+, Mn2+), pH, 
temperatura así como con el estado de activación del canal. El estado de 
mayor afinidad del canal es el estado inactivo, que prevalece en las 
preparaciones de membranas aisladas (39). La afinidad por el receptor 
fue evaluada por la constante de disociación (Kd) de la DHP metil-[3H]PN 
200-110. Los valores de Kd obtenidos en este trabajo, si bien son 
menores a los obtenidos en tejido cardíaco de conejo están en el orden 
de magnitud (nanomoles/litro) descriptos en la bibliografía (38,39,69,76). 
En la Figura 13, B se muestra una disminución significativa de la afinidad 
de la DHP metil-[3H]PN 200-110 en los animales tratados con nifedipina 
con valores de Kd de 0.12 ± 0.01 y 0.17 ± 0.01 nM para control y tratados 
respectivamente (P < 0.01). La causa de esta disminución en la afinidad 
podría explicarse por la presencia de nifedipina residual en las 
preparaciones de membranas cardíacas de rata. De este modo, la 
nifedipina residual competiría con el metil-[3H]PN 200-110 en la unión al
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canal de Ca2+ tipo L generando una aparente reducción de la afinidad. Un 
proceso similar fue descripto por Aarons y col. (3), en el cual el aumento 
de receptores p en linfocitos posterior al tratamiento con propranolol 
estaba asociado a una reducción de la afinidad atribuida a la presencia de 
propranolol residual en la membrana. De todos modos la reducción en la 
afinidad detectada no debería afectar la máxima capacidad de unión de la 
DHP que fue determinada a una concentración de radioligando saturante.
Si el aumento del número de canales de Ca2+ en la 
membrana plasmática luego del tratamiento con nifedipina corresponde a 
canales funcionales, entonces podría esperarse un aumento en el 
“transient” de Ca2+. Se debe tener en cuenta que este aumento transitorio 
del Ca2+ citosólico se produce no sólo a expensas del Ca2+ extracelular, 
sino también de Ca2+ almacenado en el retículo sarcoplasmático (RS). El 
influjo del Ca2+ a través de los canales de Ca2+ tipo L produce una mayor 
salida del RS de acuerdo al mecanismo de liberación de calcio inducida 
por calcio. Es decir que se produce una amplificación de la señal de calcio 
que entra del espacio extracelular. Si el influjo de Ca2+ a través de los 
canales de Ca2+ tipo L aumenta, éste gatilla a su vez una mayor salida de 
calcio desde el RS (86).
Nuestros resultados muestran que cuando la [Ca2+]0 es 1 mM los 
miocitos de ratas tratadas presentan un “transient” significativamente 
superior al de los controles. Este mismo fenómeno se repite cuando se 
aumenta la [Ca2+]0 a 2 mM. De esta manera se demuestra que el mayor 
número de canales de Ca2+ tipo L en la membrana de los miocitos de
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ratas tratadas crónicamente con nifedipina son funcionales, ya que 
permiten generar una mayor señal de Ca2+, y como consecuencia un 
“transient” mayor. Teniendo presente la mecánica del proceso de 
contracción, un aumento de [Ca2+] citosólico debería producir un aumento 
del acortamiento celular, que es lo que realmente ocurre (Figura 14). Por 
otra parte, cabe hacer la pregunta de si el tratamiento crónico con 
nifedipina podría alterar además la respuesta al Ca2+ de las proteínas 
contráctiles, ya que como se vio en la Figura 7 todo aumento de la 
contractilidad puede deberse a dos causas, aumento de [Ca2+]¡ y aumento 
de la respuesta al Ca2+ de las proteínas contráctiles. Aunque esto último 
ocurriera, no invalidaría nuestras conclusiones de que el aumento de la 
contractilidad es producida, por lo menos en gran parte, por un aumento 
de la [Ca2+]¡ y que los canales son funcionales. Esta posibilidad, se 
estudió graficando la relación entre la variación en el acortamiento celular 
y el “transient” de Ca2+ producido por aumentar el [Ca2+]0 de 1 mM a 2 
mM en ratas tratadas y controles. De esta manera, no pudieron ser 
detectadas diferencias significativas en la respuesta al Ca2+ de las 
proteínas contráctiles entre ratas tratadas y controles (Figura 17). Esto 
indicaría que el aumento de la contractilidad observada en los animales 
tratados fue debido únicamente a la mayor entrada de Ca2+ por los 
canales.
El análisis del acortamiento celular y del “transient” de Ca2+ en 
función del tiempo mostró que no existen diferencias significativas en el 
tiempo que tardan en alcanzar el pico del acortamiento celular (TTPS) y
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del “transient” de calcio (TTPT) en ambos grupos de células. Por otro 
lado, el desarrollo en el tiempo de los registros es el que normalmente se 
encuentra descripto en la bibliografía (56) con el TTPT de ~50 ms y el 
TTPS mas lento de -150 ms. Nuestros resultados demuestran que el 
tratamiento crónico con nifedipina produjo un aumento de la máxima 
velocidad de desarrollo del “transient” y del acortamiento. Esto en 
conjunto con la ausencia de cambios en los TTPS y TTPT determina un 
aumento del pico del “transient” y del pico del acortamiento como ya se 
discutió. Por otro lado, el tiempo medio de decaimiento (al 50% del pico) 
para el “transient” muestra un aumento en las ratas tratadas respecto de 
las controles, que no alcanza a ser significativo para [Ca2+]0 de 1mM, 
mientras que sí lo es para [Ca2+]0 de 2mM. La causa de esta prolongación 
del “transient” de Ca2+, no fue explorada, y podría sugerir una saturación 
de los mecanismos de remoción de Ca2+ de la célula. Sin embargo, esto 
debería haberse acompañado por un aumento del t i/2 del acortamiento, 
que no fue encontrado. Otra posibilidad es que el gran acortamiento del 
miocito que ocurre a 1 mM y más aún a 2 mM produzca una disociación 
de los puentes cruzados con liberación del calcio al citosol (51,90). Ha 
sido descripto que todas las perturbaciones mecánicas de la longitud del 
músculo como el acortamiento isotónico (que es el caso de nuestros 
experimentos), el estiramiento y la liberación rápida del músculo, y las 
vibraciones longitudinales, causan disociación de puentes cruzados de 
miosinas generadores de fuerza y producen una liberación del Ca2+ de la 
TnC que altera el “transient” de Ca2+ (90). Aplicado a nuestros resultados,
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este desprendimiento de Ca2+de la TnC podría ser detectado, en nuestras 
condiciones, sólo cuando se produce una reducción importante de la 
longitud del sarcómero como la que ocurriría en el pico del acortamiento 
cuando se aumenta la [Ca2+]0 a 1 mM y más aún a 2mM (L >10 % Lo) en 
las ratas tratadas. Esto se manifestaría como una prolongación del Xy2 del 
“transient” de Ca2+ sin cambios paralelos del U/2 de acortamiento debido a 
la inactivación que produce el acortamiento. El análisis de los tiempos de 
relajación permitió detectar cambios en la respuesta al Ca2+, producidos 
por el acortamiento “per se”, que no se detectaron en el análisis del 
“transient” de Ca2+ vs acortamiento de la Figura 17. Aunque en este 
análisis de la pendiente de la recta correspondiente a los miocitos 
tratados fue levemente menor que la de los miocitos de ratas controles, 
esta diferencia no fue significativa. Por otra parte es importante destacar 
que el análisis de los tiempos de relajación revelaría, si nuestra 
interpretación es correcta, cambios en la sensibilidad que no serían 
consecuencia de la intervención en sí misma, sino del mayor acortamiento 
que produce la intervención
El o los mecanismos que inducen a que el miocardio aumente el 
número de canales de calcio tipo L después del tratamiento crónico con 
DHP se desconocen. El aumento del número de canales tipo L puede ser 
el resultado del aumento de la síntesis o una disminución de la 
degradación como consecuencia de la ocupación de canales con el 
antagonista. Se podría especular que la disminución del influjo de Ca2+ 
dispara señales que involucran posiblemente a la proteína kinasa C,
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fosfatasas endógenas o el ciclo de la calpaína. Estas señales 
intracelulares podrían iniciar los mecanismos necesarios que conducen ya 
sea a un aumento de las proteínas del canal o a la disminución de la 
degradación del mismo.
Para concluir, nuestros resultados muestran que el tratamiento 
crónico con la DHP nifedipina induce en el miocardio de rata un aumento 
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